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研究成果の概要（和文）： 
 
ゼブラフィッシュ側線形成をモデル系として、Notch 非依存的な Jagged1b による抗アポトー
シス制御機構の解析をおこなった。がん抑制因子 p53 の機能阻害によって、Jagged1b 機能阻害
胚の表現型が抑圧されたこと、転写因子 Six1 の発現が Jagged1b 機能阻害によって低下したこ
と、Six1 機能阻害胚では Jagged1b 機能阻害胚と同様の表現型がみられたことから、Jagged1b
による抗アポトーシス制御に p53 と Six1 が関与していると予想された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 We studied an anti-apoptotic role of Jagged1 using the zebrafish lateral line development 
as a model system. Jagged1 knockdown-induced apoptosis was suppressed by knockdown 
of p53 tumor suppressor. Expression of Six1 transcription factor was decreased in Jagged1 
knockdown embryos. Similar to Jagged1, Six1 knockdown induced apoptosis. These results 
imply that p53 and Six1 are involved in regulation of anti-apoptosis via Jagged1. 
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１．研究開始当初の背景 
 
ゼブラフィッシュは、変異系統やアンチセ
ンスオリゴを用いた分子遺伝学的解析が可
能である上に、遺伝子の機能が哺乳類と非常
に類似してことから、脊椎動物に共通の分子
機構を明らかにするために有用なモデル生
物と考えられている。側線器官は魚類および
両生類に共通に存在する水流感知器官であ
り、ゼブラフィッシュでは顔面や体側両面に
多数存在している。なかでも耳より後方に位
置する側線は後部側線とよばれ、頭部より尾
部まで直線状に配置されている。後部側線の
形成は耳の後方でプラコード(原器)が形成
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されることから始まる。プラコードは、個体
発生の進行に従い尾部まで移動していくが、
その過程で、プラコード後部の細胞集団が一
定間隔で分離される。分離された細胞集団は
分化し、有毛細胞と支持細胞からなる
neuromast（感丘）が形成される。これまで
に、ゼブラフィッシュ側線器官の形成過程で、
Notch リガンドである Delta から Notch への
シグナルが有毛細胞と支持細胞の運命決定
において重要な役割を果たしていることが
明らかとなっている。それに対して、Jagged
のひとつである Jagged1b も側線原器で発現
しているが、その機能は不明であった。 
そこで、アンチセンスオリゴを用いて
Jagged1b の機能を阻害したところ、有毛細胞
と支持細胞の運命決定には影響がみられな
かったのに対して、感丘数の減少がみられた。
感丘数が減少する原因のひとつとして側線
原器の移動不全が考えられる。しかしながら、
Jagged1b の機能阻害を行っても側線原器の
移動自体は起こっていた。このことから、
Jagged1b の機能阻害による感丘数の減少は
側線原器の移動不全によるものではないと
考えられた。次に、Jagged1b の機能阻害によ
る表現型を詳細に観察したところ、側線原器
内の細胞数の減少とアポトーシスの増加が
認められた。このことから、感丘となる細胞
集団が分離、定着、分化し、正常な器官を形
成していく過程には、細胞数の減少を防ぐ抗
アポトーシス機構が必須であると考えられ
た。 
Notch シグナル伝達経路は、膜貫通型受容
体である Notch の細胞外領域に Delta もしく
は Jagged といったリガンドが結合すること
によって活性化される。リガンドが結合する
と、Notch の細胞内領域は切り離され核内へ
移行し、標的遺伝子の転写を活性化する。し
たがって、Jagged の機能は Notch 受容体を介
した Notchシグナル伝達経路の活性化による
と考えられる。そこで、Jagged1b を機能阻害
したときと同様の異常が Notchシグナル伝達
経路の働きを阻害した場合にもみられるか
を検討した。しかしながら、驚くべきことに、
アンチセンスオリゴを用いた Notch自体の機
能阻害、および、Notch 細胞内領域の分離に
機能するガンマセクレターゼの阻害剤によ
る処理によって、細胞の運命決定には異常が
生じたが、細胞数の減少とアポトーシスの増
加はみられなかった。したがって、Jagged1b
は Notchとは独立した未知の分子機構を介し
て抗アポトーシス機構を制御していると予
想された。 
 
 
２．研究の目的 
 
ゼブラフィッシュ側線形成をモデル系と
して、Jagged1b がどのように抗アポトーシス
機構を制御し、どのように正常な器官形成に
機能しているかを明らかにすることを目的
とする。また、ゼブラフィッシュ側線形成で
の解析結果を踏まえて、哺乳類培養細胞を用
いた分子生物学的解析をおこない、Jagged の
脊椎動物で共通した分子機構の解明を目指
す。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）Jagged 抗アポトーシス機能に関わる細
胞の特定 
ゼブラフィッシュ側線形成期において、タ
イムラプス解析による Jagged1b 機能阻害胚
の詳細な観察、免疫染色による Jagged1b 発
現細胞の同定と細胞内局在の分析、移植実験
による Jagged1b 機能の細胞自律性・非自律
性の検討をおこなう。 
①Jagged 機能阻害による表現型の解析 
 Jagged1b を機能阻害した際にどのような
細胞でどの時期にアポトーシスが起こるか
を理解するために、タイムラプス解析をおこ
なう。側線原器細胞の観察には、側線原器細
胞で膜局在型 GFPを発現するトランスジェニ
ック系統、および、側線原器の一部の細胞で
細胞質局在型 GFPを発現するトランスジェニ
ック系統を用いる。 
②Jagged 抗体による免疫染色 
 Jagged1b の発現細胞と局在領域をタンパ
ク質レベルで明らかにするために、免疫染色
をおこなう。そのために、最初に、Jagged1b
の細胞外領域および細胞内領域それぞれの
融合タンパク質または合成ペプチドを用い
て Jagged1b に対する抗体を作製する。その
後、側線原器の一部の細胞で細胞質局在型
GFP を発現するトランスジェニック系統由来
の胚を、作製した Jagged1b 抗体で免疫染色
し、Jagged1b が発現している細胞群を同定す
る。また、同時に、Jagged1b の細胞内局在パ
ターンを調べる。 
③移植実験 
 Jagged の抗アポトーシスにおける機能が
細胞自律的であるかを検討するために移植
実験をおこなう。Jagged1b は一回膜貫通型タ
ンパク質であることから、Jagged1b の機能阻
害による異常が、Jagged1b を発現している細
胞で起こっている可能性（細胞自律的）と
Jagged1b を発現している細胞の周辺の細胞
で起こっている可能性（細胞非自律的）が考
えられる。そこで、Jagged1b 機能阻害胚から
取り出した側線原器の野生型胚への移植、逆
に、野生型胚から取り出した側線原器の
Jagged1b 機能阻害胚への移植をおこない、ア
ポトーシスが Jagged1b 機能阻害細胞と野生
型細胞のいずれで起こるかを調べる。 
  
 
（２）Jagged 抗アポトーシス機能の分子作用
機構の解明 
 ゼブラフィッシュ側線形成時の抗アポト
ーシス機能における Jagged1b タンパク質の
機能ドメインの特定と Jagged1b 下流因子の
同定を行う。 
①Jagged 抗アポトーシス機能ドメイン解析 
 Jagged の抗アポトーシスにおける機能に
重要なドメインを同定するために断片化し
た Jagged1b の過剰発現による rescue 実験を
おこなう。Jagged1b 機能阻害胚に対して、断
片化した Jagged1b の mRNA を injection し、
Jagged1b 機能阻害表現型が rescue されるか
を検討する。mRNA 注入では、発現が全身で一
過性に起こるために、期待した効果が得られ
ない可能性がある。その場合には、GAL4-UAS
システムを用いて側線原器で特異的に
Jagged1b 遺伝子の発現を試みる。そのために、
側線で特異的に発現する遺伝子のプロモー
ターの制御下で GAL4 を発現する系統と UAS
の下流に Jagged1b 断片を組み込んだ系統を
作製する。その後、側線特異的 GAL4 系統と
種々の UAS-Jagged1b 断片を組み込んだ系統
とを交配して、側線発生への効果を見る。さ
らに、それらの系統で Jagged1b で機能阻害
をさらに行い、抗アポトーシスに必要な機能
ドメインを同定する。 
②Jagged 下流因子の同定 
 Jagged1b 下流で抗アポトーシスに機能す
る因子の同定を試みる。Jagged1b は Notch と
は独立した未知の分子機構を介して機能し
ていることが予想されたことから、Jagged1b
の作用機構を明らかにするため、Jagged1b 機
能阻害胚で発現が変化する遺伝子をマイク
ロアレイによって網羅的に探索する。
Jagged1b 機能阻害胚で発現が変化する遺伝
子について、機能阻害した場合に Jagged1b
の機能阻害と同様の表現型がみられるか、
Jagged1b 機能阻害による表現型が抑圧され
るかを調べ、Jagge1b 下流因子を同定する。 
 
（３）脊椎動物共通の Jagged 機能の解析：
抗アポトーシス機構とガン化の関連 
 ゼブラフィッシュ側線器官をモデル系と
して明らかにしてきた Jagged を介した抗ア
ポトーシス機構が哺乳類においても保存さ
れているかを検討する。正常細胞と比較して
ガン細胞で Jagged の発現が上昇している例
やガン細胞の生存および増殖に Jagged が不
可欠である例が報告されている。また、細胞
のガン化にはアポトーシスに対する抵抗性
が重要であることが知られている。これらの
ことから、Jagged を介した抗アポトーシス機
構が細胞のガン化に関与する可能性が考え
られる。そこで、Jagged が高発現している哺
乳類ガン細胞に対して、Jagged および上述の
解析で明らかにしてきた Jagged 下流因子の
機能阻害をおこない、これらの機能阻害の表
現型を細胞形態、細胞増殖、アポトーシスな
どの点で比較解析する。また、同定してきた
Jagged 下流因子の発現が哺乳類細胞におい
ても Jagged の下流で制御されているかにつ
いても検討する。これらの解析により、ゼブ
ラフィッシュ側線器官で機能している分子
機構が脊椎動物で共通して利用されている
か、Jagged を介した抗アポトーシス機構と細
胞のガン化が関連しているかを検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
Notch シグナル伝達経路は、多細胞真核生
物において保存されたシグナル伝達経路の
ひとつであり、個体発生において重要な役割
を果たしている。申請者らは、Notch リガン
ドのひとつである Jagged1b の個体レベルで
の機能を明らかにすることを目的とし、ゼブ
ラフィッシュ胚において Jagged1b の機能阻
害をおこなった。その結果、Jagged1b 機能阻
害胚では、側線原基内の細胞数が減少するこ
と、および、細胞のアポトーシスが増加する
ことを見出した。これに対して、Notch の機
能阻害では側線原基内における細胞数の減
少とアポトーシスの増加はみられなかった
ことから、Jagged1b の抗アポトーシスにおけ
る機能は Notch非依存的であると考えられた。
しかしながら、実際に Jagged1b がどのよう
にしてアポトーシスを抑制しているのかは
不明であった。そこで、抗アポトーシスにお
ける Jagged1b の機能を個体レベル、分子レ
ベルの両面で明らかにすることを本研究の
目的として解析をおこなった。 
（１）Jagged1b 機能阻害胚の側線原基におい
て異常が生じる過程を経時的撮影によって
詳細に観察した。その結果、正常胚では側線
原基はまとまった細胞集団として移動する
のに対して、Jagged1b 機能阻害胚では移動中
の側線原基から徐々に脱落する細胞がみら
れた。この細胞の脱落は、側線原基内でアポ
トーシスした細胞が最終的に脱落したため
に生じていると予想される。 
（２）Jagged1b がアポトーシスを抑制する分
子機構を明らかにするため、種々のアポトー
シス経路を制御することで知られるがん抑
制因子 p53 との関連性を調べた。その結果、
p53 を機能阻害することによって、Jagged1b
機能阻害胚の表現型が抑圧されることを見
出した。このことから、Jagged1b は p53 を介
したアポトーシス経路を負に制御している
と予想される。 
（３）Jagged1b を介したアポトーシス制御機
構をさらに理解するため、Jagged1b 機能阻害
によって側線原基内での発現に変化が生じ
  
る遺伝子や機能阻害すると側線発生におい
て Jagged1b 機能阻害胚と同様の表現型を示
す遺伝子を探索した。その結果、転写因子を
コードする Six1 の側線原基における発現が
Jagged1b 機能阻害によって低下すること、お
よび、Six1 機能阻害胚では Jagged1b 機能阻
害胚と同様に感丘数の減少と側線原基にお
けるアポトーシスの亢進が起こることを見
出した。これらの結果から、Six1 が Jagged1b
の下流で機能すると考えられる。 
今後は、Jagged1b による Six1 発現制御機
構や Six1 によるアポトーシス制御機構、特
に p53 との関係について解析をおこない、
Jagged1b を介したアポトーシス制御機構の
実体を明らかにしていきたい。 
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